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Summary: In this study， the antigenic components of cyst fluid antigen of Cysticercus 
cellulosae (Ccf Ag.) were analyzed by three methods two-dimensional immunoelectro田
phoresis (Two-DI: first electrophoresis with agarose gel， with polyacrylamide gel or with 
isoelectric focussing); gel filtration; and western-blotting method against rabbit anti-
serum and sera of cerebral cysticercosis cellulosae patients. 
In the three different Two-DI methods， Ccf Ag. showed at least 6 precipitin arcs (one in 
βto slow α，3 in βto αand 2 in fast γregions). Three precipitin arcs and one arc were 
detected at the.positions of 152 kDa and 418 kDa， respectively. Three arcs and one arc were 
detected within the ranges of pH 4.4 to 6.4 and of pH 4.4 to 5.4， respectively. 
The Ccf Ag. was subjected to molecular seiving chromatography using Sephadex G-200. 
Protein amounts and antigenic activities were monitored by optical absorbance at 280nm 
(A280)， and antigen-binding activity with ELISA. The second peak (F-II) of A280 (152 
kDa) was found to have the strongest binding to the anti-Ccf specific rabbit serum 
(Anti-Ccf abs). 
Furthermore， F -I fraction was analyzed using isoelectric focussing and subsequent 
western-blotting technique. The band of pI 5.40 to 5.50 was immuno-stained not only with 
the Anti-Ccf abs but also with the sera of cerebral cysticercosis cellulosae patients. 
These results indicate that antigenic substance (molecular weight : 152 kDa， pI : 5.40 to 
5.50) was recognized as the specific and useful antigen for serodiagnosis of cysticercosis 
cellulosae. 
Index Terms 
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19883))， ELISA法を用いた有鈎嚢虫症スクリーニング non respond巴r3名を含む〉を使用した.
法の検討(八木， 19894)) 等の報告を行っている.更に (4)無鈎条虫症患者血清
これらいずれの報告も有鈎嚢虫の抗原のうち，有鈎嚢虫 無鈎条虫症患者血清のうち，ゲノレ内沈降反応及び















く採取，無菌的に処理した後， 4'C， 10，000 rpmで30分
間遠心，その上清を seam!esscellophane tube CUnion 
Carbide社製〕に入れ， 4'Cの蒸留水に対して 12時間透
析し，凍結乾燥した物を CcfAg.とした.また，同抗原
蛋白量は Lowryet al. (19515))の方法で、測定したところ，
乾燥粗抗原 1mg中 182μgであった.
(2)有鈎嚢虫体部抗原 CCcbAg.)，有鈎嚢虫嚢胞壁抗原
CCcw Ag.)，無鈎条虫抗原 CT.sag Ag.)の作製






Ag.， T. sag Ag.とした.なお，蛋白量はCcbAg.，Ccw 
Ag.，及びT.sag Ag.の乾燥粗抗原 1mgにつきそれぞれ





菌生食水で溶解し， 1m!のFreund'scomp!ete adjuvant 
CDifco社製〉を加え十分混和し，その懸濁液を 3kg前後
















のゲノレに O.lMリン酸緩衝液 CpH7.2) 100 m!を加え細
かくホモゲナイズし，均一なゲノレ浮遊液を作製した. こ
の浮遊液をどC，3，000 rpmで 10分間遠心して，上清を
沈降線の出現状況が良好と確認された血清をそれぞれ 2 cyst waU 
検体ずつ選び，等量に混和し，ゲノレ猪過分画の ELISA法 Fig. 1. Schematic illustration of th巴 structur巴 of


















Fig. 2. Pr巴parationof parasitic Ccf-specific anti-serum with immunoabsorbance consisting of NPS， 

















































bateした後， 40C， 10，000 rpmで30分間遠心じた.その
上清を集め，抗有鈎嚢虫嚢胞液特異吸収血清とした
(Avrameas and Ternynck， 19696)). ノレ緩衝液で 90mgのアガロースを溶解し， 540Cの恒温槽









1 : 19の割合にて混じた液〉に入れ 3日間十分洗浄
し， Whatman I号漏紙 (Whatman社製〉を上層して包






































Sephad巴xG-200 (Pharmacia LKB Biot巴chnology
社製〉を用いて，内径 2.6cm，長さ 43cmのカラムを作
成し， Ccf Ag. (蛋白量で 27.5mg/mI)を燐酸緩衝生理
食塩水 (pH7.2) 4 mlで溶解し，定量ポンプ (2120
Varioperpex I pump， Pharmacia LKB Biotech-
nology社製〉にて同緩衝液の流速を 6ml/hに設定し，分
析した.カラムにより分画された抗原はフラグションコ
レクター (2112R巴diracfraction collector， Pharmacia 





%，細孔ゲノレの濃度を 7.5%とし，内径 0.5cm，長さ 10
cmのガラス管を用いて，泳動槽としてディスク電気泳
動槽(富士理研社製〉を使用し，電極液としてトリス・














































Fig. 5. Techniqu巴oftwo-dimensional immunoelectro-
phoresis. 
First electrophor巴ticrun was p巴rformedon a 
g巴1of the iso-巴lectrofocussing
Fig. 4. Technique of two目dimensionalimmunoelectro-
phoresis. 
First electrophoretic run was performed on a 
gel of the disc-electrophoresis. 
有鈎嚢虫症の免疫学的研究 (l3l) 
ずつ採集し，分光光度計(55B， Perkin-Elmer社製〉を 固相化させた.次に， 1 %のウシ血清アノレブミン (BSA，
用いてそれぞれのチューブの蛋白量を波長280nmにて Sigma社製〉を含む同炭酸緩衝液を 200μlずつ入れ， 37"
測定した C，1時開放置し，ブロッキングを行った.前述の方法で
(6) Ccf Ag. 分画抗原の抗原活性を測定する為の 作製した抗有鈎嚢虫嚢胞液ウサギ免疫血清 (Anti-Ccf)
ELISA法の手技 及び抗有鈎嚢虫嚢胞液特異吸収血清 (Anti-Ccfabs)を
前記グル鴻過にて分画された抗原を Fig.6に示す様 1%のBSAを含む燐酸緩衝生理食塩水で，それぞれ
それぞれ蛋白濃度で 30μg/mlの濃度に炭酸緩衝液 1，000倍と 50倍に希釈後， W巴1に100μIずつ加え， 37" 
(0.05M， pH9.6)にて希釈し， 96穴マイクロタイター C， 1時間反応させた. peroxidase標識抗ウサギ IgG
プレート (PRO-BINDAssay plate， Falcon社製〕のそ (Miles-Y巴da社製〉を l%BSAを含む燐酸緩衝生理食






Wells 01 the plate were coated with antigens 
diluted with carbonate buffer (O.05M， pH9.6) 
at 4'C for 1 B hours. 
Washed with PBS (pH7.2) containing 0.02% Tween20. 
8iocke.d with the same carbonate buffer containing 
1% BSA at 37'C fロr1 hour. 
Washed with PBS (pH7.2) containing 0.02% Tween20. 
Diluted sera w自rereacted at 37'C for 1 hour. 
Washed with PBS (pH7.2) containing 0.02%丁ween20.
Peroxidase labelled IgG was added and Incubated 
at 37'C for 1 hour. 
Washed with P8S (pH7.2) containing 0.02% Tween20. 
OPD was reacted in dark room at 20'C for 30 minutes. 
Enzymic reaction was stopped using 3N司 sulfuricacid. 
Absorbance was measured at 500nm. 
Fig. 6. Procedure of ELISA. 
(132) 相坂章爾
つ入れ 3TC，1時間反応させた.以上それぞれのステッ 液は 125mMトリスと， 960mMグリシンを混和pH8.7
プで 0.02%の Tw巴en20を含む燐酸緩衝生理食塩水で に調整し更に，メタノールを 20%となる様に混じ，泳動
十分洗浄を行った.基質として， o-phenylene diamine を行った.転写は 140mAの定電流で，室温にて 30分間
(OPD， Nacalai Tesque社製)10mgをo. 2M dibasic 通電した.通電終了後， Fig.8に示す様に，転写後のユト
sodium phosphate 25 mlと0.1M citric acid 25 mlの ロセノレロース膜を蒸留水で軽く洗浄， 1% BSAを含む燐
混合液に溶解，使用直前に 30%の過酸化水素水 10μlを 酸緩衝生理食塩水中で室温にて 30分間放置し，ブロッキ
加え OPDを活性化し，それぞれの wel1に 100μlずつ入 ングを行った.次に，前述の方法で作製した抗有鈎嚢虫
れ酵素反応を行った.反応は暗室内， 20"Cにてぬ分間行 嚢胞液ウサギ血清，抗有鈎襲虫嚢胞液特異吸収血清及び
い， 3N硫酸 100μl入れ酵素反応を停止させた.その 脳有鈎嚢虫症患者血清をそれぞれ 1%BSAを含む燐酸
反応産物を分光光度計(主波長500nm，副波長610nm: 緩衝生理食塩水で 10，000倍と 100倍に希釈し，その溶液
MTP12 A， コロナ社製〉にて吸光度を測定した. 中に転写したニトロセノレロース膜を入れ室温にて 1時間
(7)免疫転写法(western-blotting)の手技 反応させた. peroxidase標識抗ウサギ 19G抗体を同様
前記方法で電気泳動した薄層等電点電気泳動ゲルの抗 に1%のBSAを含んだ燐酸緩衝生理食塩水で 1，000倍
原成分をニトロセノレロース膜 CBio-Rad社製〉に転写す に希釈し，その溶液中にニトロセノレロース膜を入れ室温
る為に，平板型転写装置〔セミドライタイプ， 日本泳動 にて 1時間反応させた.またそれぞれの段階の反応の後，







Condition 140 mA， 4 V， 30 minutes， room temperature 
Transfer medium : Nitrocellulose membrane (0.45μm) 
Buffer : 125 mM Tris・960mM glycine/20 % methanol， pH 8.7 
Fig目 7目 Schematici1lustration of instrument of semi-dry blotting syst巴m.
Nitrocellulose membraneCaft巴rtransfer) 
washed with D.W 
Blocked with BSA， for 60min. at room temperature 
1 w帥 edw出 PBS/O附 Tw聞 20
Reacted with antトsera，for・60min.at room temperature 
↓wash巴dw抽 PBS/O附 Twe叫 O
Reacted with Peroxidase labelled antibody， for 60min. at room temperature 
1 w帥 edw抽 PBS/O附 Tween20 
Development of Color CSubstrate : DAB) 








の出現状態を観察し， Dual wave length TCL Scanner 





り得た F-II分画を pI4.00から pI6.50のアンホライ
ンを含んだ薄層ポリアクリノレアミドゲノレ (Pharmacia
LKB Biotechnology社製〉で電気泳動を行い，そのゲノレ


















































Fig. 9. Two.dimensional immunoelectropho 
resis of Ccf Ag. (unabsorb巴drabbit 


















Fig. 10. Two-dimensional immunoelectrophor巴sispattern of Ccf Ag. 











Fig. 11. Two-dimensional immunoelectrophor百 ispattern of Ccf Ag. 





height : 43cm 
bufer : PBS 

















80 70 60 
Fig. 12. E1ution patt巴rnof Ccf Ag. on Sephadex G-200. 
40 50 
Tube number 
30 20 10 
anti-Ccf rabbit serum 
absorbed anti-Ccf rabbit serum 

















Fractions of Sephadex G-200 







Fig. 14. Densitom巴toricscan of F -I fraction after 
IEF analysis目 Thepeal王 onth巴 right(↓〉
is produced by protein remaining at the 
application sit巴，
Fig. 15. Densitometoric scan of F-I on nitorocel-
lulose membran巴 afterwestern← blotting 
(unabsorbed anti-Ccf Ag. antiserum was 
us巴d).
Fig. 16. Densitom巴toricscan of F -I on nitrocel-
lulose membrane after western-blotting 
(immunoabsorbed sp巴cific anti一Ccf
antiserum was 
Fig. 17. Densitometoric scan of F-I on nitorocel-
lulose membrane after westren-blotting 

















は pI4.65， 4.90， 5.40から 5.50に強いバンドを， p1 




















nm 300 350 
Fig. 19. Pattern of UV-absorbanc巴 ofthe antigen 






















0.001 0.1 0.01 
serum dilution 
Fig. 20. Heart stability of antigenic activity of th巴
antigen substance (152 kDa， pI 5. 40 to pI 
5.50) 
o : heated Ag目
・:unheated Ag 
Fig. 18. Densitometorjc scan of F-I on nitorocel. 
lulose membrane aft巴rwestern-blotting 
Cimmuno-staining with serum of the 
patient with taeniasis saginata). 
(138) 相坂章爾
いた場合， Fig.15に示す様に pI4.10， 4.65， 4.80， testで， Maddison et al. (196p4))， Proctor and Elsdon 
4.90， 5.30から 5.50にかけて抗原性を認め，特に pI -Dew (1966'5))がオグタロニー法で， Mosina (1965'"))， 
4.65， 4.80， 4.90， 5.30から 5.40にかけて中等度の， pI Proctor et al. (1966'6りが間接血球凝集反応を， Leikina 
5.40から 5.50にかけて強い染色性を認めた.更に，抗有 et al. (1966'7))がラテッ Pス凝集反応を， Bugyaki 
鈎嚢虫嚢胞液特異吸収血清 (Anti-Ccfabs)を用いた場 (196p8))， Froyd (1963'9))， Mosina (196513))， Dewhirst 
合Fig.16に示す様にp15.40から 5.50にかけてのバン et al. (196020))が皮内反応を，更に，酵素免疫測定法
ドのみが免疫染色され， Ccfに特異的な抗原の epitope (E回 戸 田 linkedimmunosorbent assay， ELISA)で
がこの pI5.40から 5.50のバンドに存在する事が証明 Diwan et al. (198221))， Coker-Vann (198422))， Knob-
された.脳有鈎嚢虫症患者8名の血清を使用した場合 lochand Delgado (198523)， Costa et al. (198524))， 
抗体価陽性と診断された 5名について， Fig.17に示す様 Gottstein et al. (198726)) が報告している.しかしなが
に， Fig.16にて認めた CcfAg.に特異的と考えられる ら，これらの報告はいずれも特異性という点で多くの問
抗原物質 (pl5.40-5.50)の位置に染色性を認めた.ま 題を残している.例えば， Gottstein et al. (198726りの







(6)有鈎嚢虫特異抗原 (pI5.40-pI 5.50)の蛍光吸収 を抗原として使用した免疫反応である事から，抗原の抽
スベクトノレ及びその抗原性の熱変性性の検討 出という点に問題があると考えている.




清に対して熱処理を加える前の抗原物質を固相化した場 の応用(森田， 1984')) J， iオクタロニ一法による有鈎嚢
合，希釈血清は，順次 0.631，0.513， 0.405， 0.256， 0.169 虫部位別抗原(有鈎嚢虫嚢胞液抗原，有鈎嚢虫体部抗原，
の吸光度を得たのに対し，熱処理後の抗原物質を固相化 有鈎嚢虫嚢胞壁抗原〉の感受性及び特異性の検討(瀬川，
した場合，希釈血清は，順次0.413，0.336， 0.232， 19883) J， iELISA法による有鈎嚢虫嚢胞液抗原を用い







に多く認められている.更に，最近では海外旅行者の急 研究した諸外国の報告は Larraldeet al. (198627))， 




いて増加する可能性も危倶されている〈荒木， 1986")). だ察明期を迎えた状態で、ある.ここで，著者は CcfAg. 
こうした背景において，プタ及びヒト有鈎嚢虫症の診断 の抗原性を 2次元免疫電気泳動法，ゲノレ穂過法， ELISA 
の為の信頼性の高い血清診断法の確立が望まれている. 法， western-blotting法を用いて検討を行い，更に同抗
有鈎嚢虫症の血清診断としては，抗体の検出として， 原の中に含まれている有鈎嚢虫症に特異的な抗原物質の















pI 6.40にかけて少なくとも 3種の， pI 4.40から pI5.40 
にかけて少なくとも 1種の抗原性を認めた.
ここで， Ccf Ag.を Sephad巴xG-200にてゲル鴻過し，













ting 法の応用がなされているが (Gottstein et al. 
1986'6); Larrald巴 et al.， 1986'7); Gottstein et alリ
198725); Laclette et al.， 1987'0); Larrald巴 etal.， 
198929); Estrada， 198931))，いずれの報告においても，分
析に用いた電気泳動は sodiumdodecylsulfate (SDS) 
を含むポリアグリノレアミドゲル電気泳動で，今回著者が
行った手技とは異なるが， Larralde et al. (1986'7>， 
198929)) では分子量 108kDaの蛋白を， Gottst巴inet al. 
(1987'5))では 26kDaと8kDaの蛋白を， Estrada et 
























































以上の結果から， Ccf Ag.中の分子量 152KDa， p1 本論文の要旨は第 43回日本寄生虫学会西日本支部大






有鈎嚢虫の嚢胞液を抗原とし，その抗原性を 2次元免 トの有鈎条虫症の血清中 circulatingantigenの証
疫電気泳動法，ゲノレ瀦過法， west巴rn-blotting法を用い 明.奈医誌. 35: 843， 1984. 
て分析し，以下の結論を得た 2)荒木恒治:話題の寄生虫病とその診断特に有鈎嚢
(1)第 1次元自の電気泳動のゲノレをアガロースを用い 虫症について.寄生虫誌.36: 35， 1987. 
て 2次元免疫電気泳動法を行い， β から slowaにか 3)瀬川武彦:有鈎嚢虫症に関する免疫学的研究 血清
けて l木， β から aにかけて 3本， fastγ に2本の少 中の有鈎嚢虫嚢胞液特異的抗体の証明.奈医誌.39: 
なくとも計6本の沈降線を認め，即ちこの抗原には6種 235， 1988. 
以上の抗原物質が存在する事が証明され，また最も強い 4)八木純:有鈎嚢虫症の血清診断法に関する研究.
沈降線を認めた β から slowaに渡る沈降線はfastγ 奈医誌.40: 745， 1989. 
上で3本に分かれ，この沈降線を形成する抗原物質が3 5) Lowry， O. H.， Rosebrough， N. J.， Farr， A. L. 
種の類属抗原の集合ゼ、ある事が証明された andRandall， R. J.: Protein masurem巴ntwith 
(2)第 1次元自の電気泳動をディスク電気泳動とし， 2 the folin phenol reag巴nt.]. Biol. Chem. 193: 265， 
次元免疫電気泳動法で分析すると，分子量 152kDaのパ 1951. 
ンドに，少なくとも 3本の，分子量 418kDaのバンドに 6) Avrameas， S. and Ternynck， T. : The crosslink. 
少なくとも 1本の沈降線を証明した ingof proteins with glutaraldehyde and its use 
(3)第 1次元自の電気泳動を等電点電気泳動とし， 2次 for th巴 pr巴parationof immunoabsorbents. 1m【
元免疫電気泳動法で分析すると， p1 4.40から p16.40に munochemistry 6: 53， 1969. 
かけて連続した少なくとも 3本の， p14.40から p15.40 7) LaurelI， C. D.目 Antigen-antibody crossed 
にかけて少なくとも 1木の沈降線を認めた electrophoresis. Analytical Biochemistry 10: 
(4) Ccf Agを SephadexG-200で、ゲノレ猪過しか 358， 1965. 
らV1分画とし，それぞれの分画を ELISA法で抗原活性 心 Davis，B. J.: Disc electrophoresis-I Method 
を比較したところ，分子量 152kDaに一致するその分画 and application to human serum proteins. Ann， 
Iに有鈎嚢虫に対し特異な抗原活性を認めた N.Y. Acad. Sci. 121: 404， 1964 
(5)分画Iを等電点電気泳動法で分析し， western- 9) Hedrick， J.L. and Smith， A. J.: Size and charg巴
blotting法で抗原性を検討したところ， Ccfに特異的な isomer separation and巴stimationof molecular 
抗原性は pI5.40から pI5.50の広い範囲に等電点を持 weights of proteins by disc gel el巴ctrophoresis.
った一種の糖蛋白様の抗原物質に存在する事が証明され Arch. Biochem目 Biophys.126: 155， 1968 
た 10)西山利正:旋毛虫症における循環抗原検出並びにそ




県立医科大学寄生虫学教室荒木恒治教授，御助言，御校 題番号 59372001.研究成果報告書. 1986. 
関を戴いた本学細菌学教室樫葉周三教授，本学病態検査 12) Biagi， F. F. and Tay， J.: A precipitation r巴ac-
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延世大学校外来教授，現本学非常勤講師越 基穆博士に Trop. Med. Hyg. 7: 63，1958 
有鈎嚢虫症の免疫学的研究 (141) 
13) Mosina， S. K. : Immunological methods for 
diagnosing experimental cystic巴rcosisin cattle目
Uchen. Zap目 Kazan.Vet. Inst. 94: 123， 1965. 
14) Maddison， S. E円 Whittle，H. and EIsdon-Dew， 
R.: The antigens of tapeworms. preliminary 
not巴. South Afr. ]. Sci目 57:273， 1961. 
15) Proctor， E. M. and Elsdon -Dew， R.: Ser. 
ological tests in porcine cysticercosis. South Afr. 
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